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(54)  Verfahren zur Produktion von Lipase

(57)  Vorgeschlagen wird ein Verfahren zur Produk- dung von Fettsdureestern kurzkettiger einwertiger Alko-
tion von extrazellulédrer Lipase durch Kultivierung von hole als Induktoren zur Produktion von extrazelluléarer
Mikroorganismen, bei dem der Gehalt an Lipase durch Lipase.

Zugabe von Fettsdureestern kurzkettiger einwertiger Al-
kohole als Induktoren erhéht wird sowie die Verwen-
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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Die Erfindung befindet sich auf dem Gebiet der
mikrobiellen Produktion von Enzymen, speziell der Li-
pase und insbesondere der Lipase aus Hefen und be-
trifft ein Verfahren zur Produktion von extrazellularen Li-
pasen aus Mikroorganismen, insbesondere aus Hefen.
Des Weiteren betrifft die Erfindung die Verwendung von
Fettsaureestern als Induktoren zur Produktion von Lipa-
se aus Mikroorganismen.

Stand der Technik

[0002] In der chemischen und biochemischen Syn-
these werden vermehrt Enzyme als Katalysatoren ein-
gesetzt. So werden in vielen Fallen aufgrund der oft mil-
deren Reaktionsbedingungen bereits in grofRtechni-
schen Verfahren Hydrolasen, speziell Lipasen (EC
3.1.1.3) zur Fettspaltung eingesetzt.

Diese Enzyme werden von unterschiedlichen Mikroor-
ganismen produziert. Zur Isolierung der Enzyme folgt
nach der Fermentation der Mikroorganismen ein auf-
wendiges Reinigungsverfahren.

Der Effektivitat dieser Katalysatoren stehen oftmals die
hohen Kosten der Produktion und der Isolierung gegen-
Uber, so dass Forschungsgruppen immer wieder be-
strebt sind die Ausbeuten an Enzymen zu erhéhen oder
die Kosten der Produktion durch kostenglinstige Nahr-
medien bei der Fermentation oder vereinfachte Isolie-
rung so gering wie moglich zu halten. Eine Méglichkeit
die Ausbeute an Enzymen zu erhéhen besteht darin,
aus dem natrlichen Mikroorganismus durch Mutage-
nese Mutanten zu zlichten bei denen eine erhdhte Pro-
duktion beobachtet werden kann. Zur Mutagenese eig-
nen sich sowohl biologische als auch chemische Ver-
fahren. Der Nachteil bei dieser Art der Ausbeuteerhd-
hung liegt in der aufwendigen und langwierigen Suche
nach einer geeigneten Mutante. Eine weitere, heute oft-
mals verwendete Methode besteht darin, die Mikroor-
ganismen genetisch zu verandern und gezielt bestimm-
te Promotoren der codierenden Gene zu induzieren. Ein
Nachteil bei diesem Verfahren ist die mangelnde Akzep-
tanz genetisch veranderter Prozesse und die Ableh-
nung von Produkten aus genetisch veranderten Prozes-
sen. Oftmals beschrieben und aus der Literatur bekannt
ist die Moglichkeit Tenside, Fette und Ole wie Olivendl,
Sojadl, Acylglyceride wie beispielsweise beschrieben in
EP 385 401 dem Fermentationsmedium beizumischen
um die Produktion an Lipasen zu steigern. Bei diesen
Verfahren ist die Ausbeutesteigerung oftmals zu gering.
[0003] Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung hat
nun darin bestanden, eine kostengiinstige Variante zu
finden um die Ausbeute an Lipase bei natiirlichen Mi-
kroorganismen oder bei deren Mutanten zu erhéhen.
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Beschreibung der Erfindung

[0004] Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren
zur Produktion von extrazellulérer Lipase, durch Kulti-
vierung von Mikroorganismen bei dem der Gehalt an Li-
pase in Kulturiberstédnden durch Zugabe von Fettsau-
reestern kurzkettiger einwertiger Alkohole als Indukto-
ren erhéht wird.

[0005] Uberraschenderweise wurde gefunden, dass
die Zugabe von Fettsdureestern kurzkettiger einwerti-
ger Alkohole als Induktoren die Produktionsrate an ex-
trazellularer Lipase bei der Kultivierung von Mikroorga-
nismen erhoéht.

Bei den zu kultivierenden Mikroorganismen des erfin-
dungsgemalen Verfahrens handelt es sich in einer be-
vorzugten Ausflihrungsform um Hefen und insbesonde-
re um Yarrowia lipolytica, Hansenula canadensis, Mucor
Jjavanicus, Mucor miehei, Penicillium roqueforti, Rhizo-
pus delemar, Penicillium expansum und Candida pseu-
dotropicalis wobei Yarrowia lipolytica besonders bevor-
zugt ist. In einer weiteren besonderen Ausfiihrungsform
der Erfindung handelt es sich bei den zu kultivierenden
Hefen entweder um den Wildtyp oder um Mutanten. Ein
bevorzugter Wildtyp ist der Stamm Yarrowia lipolytica
CBS 6303. Die Herstellung der Mutanten kann nach
chemischen oder biologischen Methoden erfolgen und
wird bevorzugt durch N-methyl-N'-nitrosoguanidin vor-
genommen wie es von Roblain et al. 1989 in Belg. J.
Food Chem. 44; 79-82 beschrieben wurde. Zur Produk-
tion der erfindungsgemafien Lipase findet bevorzugt die
Mutante Yarrowia lipolytica LGX 6481 Anwendung.
[0006] Im Sinne der Erfindung handelt es sich bei ex-
trazelluldrer Lipase um fettspaltende Enzyme die von
Mikroorganismen produziert werden und aus dem Zel-
linneren in das Fermentationsmedium geschleust wer-
den. Die Lipase wird nach bekannten Methoden isoliert
und gereinigt. Bevorzugt folgt nach der Fermentation ei-
ne Zentrifugation des Nahrmediums, sodass sich die
extrazelludre Lipase im Uberstand befindet. Eine be-
sonders bevorzugte Lipase im Sinne der Erfindung wird
vom Wildtyp und von Mutanten der Hefe Yarrowia lipo-
lytica produziert. Die erfindungsgemaRe Lipase ist be-
vorzugt glycosyliert und hat ein Molekulargewicht zwi-
schen 35.000 und 40.000 Dalton, insbesondere zwi-
schen 37.000 und 38.000 Dalton und bevorzugt von
37.664 Dalton. Die bevorzugte Lipase kann in minde-
stens drei unterschiedlichen isomeren Formen vorlie-
gen deren isoelektrische Punkte bei 5,0; 5, 2 und 5,4
liegen. Die bevorzugte Lipase hydrolysiert eine Vielzahl
an Triglyceriden und Fettsdureestern und hydrolysiert
insbesondere Olséureester.

In Sinne der Erfindung versteht man unter Kultivierung
von Mikroorganismen die Fermentation in Schittelkol-
ben und/oder Fermentern unterschiedlicher Grée wo-
bei Fermenterim 21, 20 | und 500 | Maf3stab bevorzugt
sind. Der Fermentation im Fermenter ist eine Vorkultur
in Schittelkolben von beispielsweise 250 ml mit bevor-
zugt 50 ml Kulturmedium vorgeschaltet. Diese Vorkul-
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turen werden dann zur Animpfung des Fermentations-
mediums verwendet. Das Fermentationsmedium der
Vorkultur besteht bevorzugt aus Glucose, Hefeextrakt
und Pepton in verénderlichen Gewichtsanteilen und 5
% v/v Inoculum. Die Vorkultur wird bevorzugt 16 h bei
250 rpm und bei 29 °C inkubiert Das Fermentationsme-
dium des Fermenters besteht bevorzugt aus Malzex-
trakt, CaCOj3, MgSO,, K,HPO,, Urea, Sojabohnenmehl
und Olivendl in verédnderten Gewichtsanteilen mit 5 %
v/v Inoculum. Es kédnnen im Sinne der Erfindung jedoch
auch andere Bestandteile flr die Fermentation einge-
setzt werden, insbesondere solche, die speziell fir die
Kultivierung von Hefen Anwendung finden und bevor-
zugt kostenglnstig sind. Die Fermentationsbedingun-
gen sind den jeweiligen Fermentern angepasst und va-
riieren je nach GréRe und Hersteller der Fermenter. Be-
vorzugt wird die Hauptkultur 27 h bei 29 °C und einem
pH-Wert von 7 kultiviert. Beschrieben werden die Fer-
mentationsbedingungen auch in: Destain et al, 1997.
Biotechnology Letters 19, 2, 105-107.

[0007] Im Sinne der Erfindung versteht man unter In-
duktoren solche Verbindungen, die nach Zugabe zur
Fermentation die Produktion eines bestimmten Enzy-
mes oder Metaboliten erhéhen. Die Induktoren werden
bevorzugt je nach Bedarf des Mikroorganismus im fed-
batch Verfahren zugegeben damit eine zu hohe Kon-
zentration des Induktors zu Beginn der Fermentation
ausgeschlossen werden kann, da diese toxische Aus-
wirkungen auf den zu kultivierenden Mikroorganismus
haben kénnen. Als Induktor zur Erhéhung der Produk-
tionsrate der erfindungsgemafien Lipase wurden nun
Uberraschenderweise Fettsdureester kurzkettiger ein-
wertiger Alkohole gefunden, die ausgewahlt sind aus
der Gruppe die gebildet wird von Ester der Olséure,
Ester der Linolsaure, Ester der Linolensaure und Ester
der Stearinséure. Bevorzugt handelt es sich um Methy-
loleat, Ethyloleat, Methyllinolat, Ethyllinolat, Methyllin-
oleat, Ethyllinoleat, Methylstearat, Ethylstearat und ins-
besondere Methyloleat beispielsweise Agrimul® ME
2231F der Firma Cognis GmbH & Co KG. Die erhdhte
Produktionsrate wurde bestimmt durch Messung der
Aktivitat der Lipase durch Spaltung von Olivendl einer
bestimmten Emulsion bei pH 7 und 37 °C. Die moleku-
lare Aktivitat wird angegeben als Umsatz des Substra-
tes in micromol pro Enzymmenge (micromol) und Zeit
(min). Eine Enzymeinheit U/ml (enzyme units) ist defi-
niert als Enzymmenge, die pro Minute ein micromol
Substrat umsetzt.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungs-
gemalen Verfahrens werden die Induktoren zwischen
0,5 und 2,5 % v/v bezogen auf das Fermentationsme-
dium eingesetzt, wobei ein Gehalt von 0,5 % v/v oder
1,0 % v/v, oder insbesondere 2,5 % v/v bevorzugt ist.
Die Induktoren kénnen allein oder in Gemischen von
zwei oder mehreren Estern eingesetzt werden wobei die
jeweiligen Mengenanteile variieren kdnnen. Bevorzugt
ist die Verwendung eines einzigen Esters und beson-
ders bevorzugt die Verwendung von Methyloleat oder
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Ethyloleat. Durch den Einsatz der Induktoren kann die
Aktivitat der Lipase von 1000 U/ml bis zu 2500-3000 U/
ml in der Fermenterlésung gesteigert werden.

Da es sich bei den erfindungsgemafRen Induktoren um
Fettsaureester handelt, ist eine bevorzugte Ausfiih-
rungsform der Erfindung ein Verfahren, bei dem der ver-
wendete Induktor gleichzeitig als Kohlenstoffquelle bei
der Kultivierung dient und damit an die Stelle derim Fer-
mentationsmedium enthaltenen Fettsaduren, Fette oder
Ole wie beispielsweise Olsdure oder Gemische mit
Uiberwiegendem Anteil an Ols&ure tritt und diese ersetzt.
In diesem Fall werden die Fettsdureester als Kohlen-
stoffquelle in Mengen zwischen 2,5 % v/v bis 5 % v/v
eingesetzt.

Im Sinne der Erfindung versteht man unter Fettsauree-
ster kurzkettiger einwertiger Alkohole solche Ester, de-
ren Alkohole eine C-Kettenldnge von 1 bis maximal 4
haben, wobei die Alkohole nur einwertig sind, die C-Ket-
ten jedoch auch verzweigt sein kdnnen und die Alkohole
damit nicht nur priméar, sondern auch sekundar oder ter-
tiar sein kdnnen. Es handelt sich also um Methyl-, Ethyl-,
Propyl-, Butyl-, Isopropyl-, 2-Butyl- oder tert.Butylester
wobei die Methyl- und die Ethylester bevorzugt sind.
Das fed-batch Verfahren wird insbesondere angewen-
det bei Ethyloleat als Induktor, da das bei der Hydrolyse
entstehende Ethanol fiir die Hefe toxisch wirkt. Durch
das fed-batch Verfahren wird jeweils nur soviel Ethylo-
leat in das Fermentationsmedium gegeben, dass die
Produktion des Enzyms angeregt wird, die Menge an
Ethanol jedoch noch nicht toxisch auf den Mikroorga-
nismus wirkt.

[0008] Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die
Verwendung von Fettsdureestern kurzkettiger einwerti-
ger Alkohole als Induktoren zur Produktion von extra-
zellularer Lipase aus Mikroorganismen. Bei den ver-
wendeten Fettsaureestern handelt es sich bevorzugt
um Ester, ausgewahlt aus der Gruppe, die gebildet wird
von Ester der Olsaure, Ester der Linolsaure, Ester der
Linolensaure, Ester der Stearinsaure, speziell Methylo-
leat, Ethyloleat, Methyllinolat, Ethyllinolat, Methyllinole-
at, Ethyllinoleat, Methylstearat, Ethylstearat und insbe-
sondere um Methyloleat, beispielsweise Agrimul® ME
2231F der Firma Cognis GmbH & Co KG. In einer be-
sonderen Ausflhrungsform der erfindungsgeméafen
Verwendung handelt es sich bei den Mikroorganismen
um Hefen und speziell um Yarrowia lipolytica, Hansenu-
la canadensis, Mucor javanicus, Mucor miehei, Penicil-
lium roqueforti, Rhizopus delemar, Penicillium expan-
sum und Candida pseudotropicalis wobei Yarrowia lipo-
lytica besonders bevorzugt ist. In einer weiteren beson-
deren Ausfuhrungsform der Erfindung handelt es sich
bei den zu kultivierenden Hefen entweder um den Wild-
typ oder um Mutanten.

Patentanspriiche
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durch Kultivierung von Mikroorganismen, dadurch
gekennzeichnet, dass der Gehalt an extrazellula-
rer Lipase in Kulturliberstanden durch Zugabe von
Fettsaureestern kurzkettiger einwertiger Alkohole
als Induktoren erhdht wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass es sich bei den zu kultivierenden
Mikroorganismus um Hefen handelt.

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass es sich bei den zu kultivierenden
Hefen um Hefen handelt, ausgewahlt aus der Grup-
pe, die gebildet wird von Yarrowia lipolytica, Han-
senula canadensis, Mucor javanicus, Mucor miehei,
Penicillium roqueforti, Rhizopus delemar, Penicilli-
um expansum und Candida pseudotropicalis.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, da-
durch gekennzeichnet, dass es sich bei den He-
fen entweder um den Wildtyp oder um Mutanten
handelt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, da-
durch gekennzeichnet, dass es sich bei den In-
duktoren um Fettsaureester handelt, die ausge-
wahlt sind aus der Gruppe die gebildet wird von
Ester der Olsaure, Ester der Linolsaure, Ester der
Linolensaure, Ester der Stearinsaure, speziell Me-
thyloleat, Ethyloleat, Methyllinolat, Ethyllinolat, Me-
thyllinoleat, Ethyllinoleat, Methylstearat und Ethyl-
stearat.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, da-
durch gekennzeichnet, dass die Induktoren in
Mengen eingesetzt werden zwischen 0,5 und 2,5 v/
v bezogen auf das Fermentationsmedium.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, da-
durch gekennzeichnet, dass die Induktoren
gleichzeitig als Kohlenstoffquelle bei der Kultivie-
rung dienen und dann in Mengen eingesetzt werden
zwischen 2,5 und 5 v/v bezogen auf das Fermenta-
tionsmedium.

Verwendung von Fettsdureestern kurzkettiger ein-
wertiger Alkohole als Induktoren zur Produktion von
extrazellularer Lipase aus Mikroorganismen.

Verwendung nach Anspruch 8, dadurch gekenn-
zeichnet, dass es sich bei den Fettsaureestern um
Ester handelt, die ausgewahlt sind aus der Gruppe
die gebildet wird von Ester der Olsaure, Ester der
Linolsaure, Ester der Linolenséaure, Ester der Stea-
rinsaure, speziell Methyloleat, Ethyloleat, Methyl-
linolat, Ethyllinolat, Methyllinoleat, Ethyllinoleat,
Methylstearat, Ethylstearat.
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10.

11.

12.

Verwendung nach Anspruch 8 und/oder 9, dadurch
gekennzeichnet, dass es sich bei den Mikroorga-
nismen um Hefen handelt.

Verwendung nach Anspruch 10, dadurch gekenn-
zeichnet, dass es sich bei den Hefen um Yarrowia
lipolytica, Hansenula canadensis, Mucor javanicus,
Mucor miehei, Penicillium roqueforti, Rhizopus
delemar, Penicillium expansum und Candida pseu-
dotropicalis.

Verwendung nach einem der Anspriiche 10 und/
oder 11, dadurch gekennzeichnet, dass es sich
bei den Hefen entweder um den Wildtyp oder um
Mutanten handelt.
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